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@> Titulars): 



©MandfttalW(8): CABINET ORES, 



ACTION 



rence Ktuee par de« encnaTnements d unites ghOOM 
ques, 



CICATRISANTE OU ANTI-COMPLEWENTAIRE 

(2 ) ainsi qu'au moins un exciplent acceptable du point de 

anti-oomplementalre recherchee. 



(O 
O) 

O) 
N 

CM 
DC 
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La orisente invention est relative a r 
^ • *- *— - — ""^ " m ° ,M 

Praet., ="- J » .. , Neuroscience Letters, 

72 274-278) et sur la r£g$n6raiion musculaiie (A. Aanun st <«., tteure 

6 Acad Sci Paris, Life sciences, CeU 

• „ 1995, 2QL 243-246; J.Gautton *«/, "^^^p^ Lifo ^c, 
biology, 1995, 318, 671-6 ; A. Aanun *tal„ C.R. Acad. 

exphquee en ce que le RGTAy ou cica trisation 
fecteurs de eroissance endoginea naturellemenl - ^ 
cutande. U protection des facteurs de croiasance penned d to*** &™ 
2$ pat les protease* natuielles, preserve* ainsi leur aptitude a stunuler la r*para« 

Dans le domaiue de la region musculaire, A. Asm* e^ et 
j Gautron « al. {ibid) proposent d'injecter a des rats, dont les muscle* ^ 

id pTgtaII Da eonstatent une meilleurc regeneration des muscles suite a cette 
^iillusclestraitesp^ 

JSTl- R OTA9 et 11 preeitfc, de par leur proc^ de 
preparation, ont 1'inconvenient de presenter 
35 groCcmenta chimiques (carboxymethylea, carboxymethylbenzytan.des et sulfonate,) 
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difficile decontrdierles propriety mMt ^i nm mt A*& 

dtofe de tamo diflfccnB ' !I »«I |M^, R0 ™ " 11 ** I 

10 efficaciteopttmale. compositions 
Ainsi, les Inventeure ont mis au pomt oes co ' 
pharmaceutiques i action cicatrix « and Wmentaire a base do denvfc 

danslaquelle : ^ _ chatne ^^dique, de preference constitute 

par dcs enchalnements d'unites glucosidiques, 

MC represente des groupes methylearboxylates, 

Brepresentedesgroupssctfboxymcthylbenzylamides, 

Su represente des groupes sulfates (sulfation des foncttons 

hvdioxylesUbresportees par les unites glucosidiques), 

hyoroxyi * v, et c represent le degre de substitution (da), expnme par 

25 ^ort au non^ de Actions hyd^yles libres dans une unit. *~*m J * 

Zane, resume* en group™** MC, B et Su ; a eunt * i 0.6. e.ant * a 0.1 

et c etant egal a 0 on compris. de facon large, entre 0.1 et 0,5. 

lesquels ptoduits presented une homogeneite de la distnbubon des 

tallies de cbaines. DM. P- un profil dilution de ^^^^ U 
3 o chromatographie delusion sterique haute perfonnanee, ct une famiUri " 

ZZJL des groupements ehuniq.es charge, iOustree par ******* * - 

art pic symetrique en chromatographie d'ech-nged'ions basse pression, 

(2) ainsi qu'au moins un excipient acceptable du pomt de vue 

35 P hannaMUtiqUe ' lcdit d6riv6 de dwtrane etant present a une dose unitaire comprise 
entre 0,1 etSOmg. 



PAGE 6/31 ' RCVD AT 1/2812005 12:44:07 PM (Eastern Standard Time] * SVR:USPTO-EFXRF-1/26 * ONIS:2730654 * CSID:312 655 1502 ' DURATION (mm-ss):08-24 



-JAN. 28. 200T1 1:46AM WELSH & KATZ LTD. 312 655 1502 " NO. 5989 P. 7 

2794976 

3 

On enKnd par ««*oipienl» w> •*««* « " M T ""l" 
de U «mpo.itio» plurmooouiioo.. Tom o>* lmt sc5e "" He du . ™ 

5 JSH pL «. « to* h oo.po.idon phan^Uou. . «- «M> 

u oomportuon ^ «>oo ™ co^ M 
to denvfe d e doxWn. qui «*» ^ScUvemonl diflon* d. conx door* *« I Art 
HZ. - ki *»*— HGTAP «!..«« no— on oo ,u ,U no 

10 oomprennent pas d'unites sulfonates. t 

compre ^ d ^ v6s du dextran e definis ci-dessus sent cons,^ comme 

fcant des copolymer constitute par des sous-nnitte fictives R-OHet R-OX, X 

^Ta chafce po*saccnar.diqte du dextrane non M «— J— 

• IS etan constitute par 300 sous-unites fictives R-OH. au l.eu de 100 umtte 
Z££ eu^rdau fait ou'une unite glucosidique non comport 

gro^ement subst«u6 (R-MC) et 1,80 groupetnent hydroxy* Ubrc (R-OH), par mute 

defmie ci-dessus, peuvent etre obtenus par un procede qui comprend les etapes 

5UiV8nteS : a) eartoxymetnylation comptenant (0 I'activation d'un dextrane 
25 non substitute, mi* en contact « « T " 

l^ideblphasique basique pendant au moinsl ^^^T^tl 
monochloroacetique au produit active obtenu, a une temperature ^ ^ 
90°C, de preference a 60'C. Ie rapport egal au nombre de moles 
^chloraeeUque/nombre de moles d'OH etant compris entre 0,3 et 2 <hQ dement 
30 et eventucllement purification du dextrane methylcarboxylste (DMC) ^ 

b) couplage de U bewylamine sur les groupes methylcarboxy 
late, (benzylamidification) comprenant CO la mise en contact, pendant au mo.ru 1 2h et 
m rlu aqucux aeide. du DMC obtenu en a) avec une -« pnme." 
(benzylamine). en presence d'une carbodiimide hydrosoluble J* to 
35 Uclohexyl-M2-mo^ 
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agent de C0 upU g e, a une m+m- comprise entre O'C et MFC. 1. rappo* mojaire 
agem oe wu h ,<1 5 • r n}< et 2 et le rapport molaire 

henzvlaraine/MC etant compris entre 0,25 et 2. In) 1 tsowmc 
. cette etapc, realisce en miheu homogene et en prfsence aune 

carbodiimide^^ 

UotrprJaration du produit .final, ce dernier preaentant une homogenetfe de k 
I de chatnes, M P» un pronl W W 

£U» en ch^matographie ^exclusion sterique 

10 ii- ^ U dilution des --^^S^X^ 
profil dilution a un seul pic symetrique en chromatograpbe d echange 

pression ; 

r..m.t^m «mp«n»t (i) b (bmulton ff« «1 * 
ou SO,-DMF en .M-tai 

Zftution to <***- " Pr0,1U " " , P T> 

^r* ^ ». - * ~r rss 

activitc biolog que speeifique maximale , tl y a aonc »" 

' De feton perieulleiement .vontegeuK, b cwnpoemoD k on 

M „» e^pm* . . din., dc de*™* ,«. one decn. ei-deemi b 
dl U ni eue-mendonnee. pemet d'oWenlr - *et,on — — 
^cu^em^e.^^^^..^^^^^ 

11 e,U • M ddmonu. neummen. P» A.Med*bhi «al. tm JM»d - 



PAGE 8131 ' RCVD AT 1I2W2005 12:44:07 PM (Eastern Standard Time] ' SyR:USPT0-EFl(RF*1l26' DNIS:22306S4 ' CSID:312 65S 1502 * DURATION (mrBS):08.24 



JAN. 28. 2005 11 :47AM WELSH & KATZ LTD. 312 655 1502 



NO. 5989 P. 9 



* 2 794 976 

m REPUBLIQUE FRANCAISE © M° oo publication s 

INSTITUT NATIONAL command* do W p»due Mn ) 07636 

DEUAPROPniETElNDUSTBIELLE (g) N o d - enre9telnsmen t national : U/WO 
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(§)lntCI 7 : A61K31/«1.A61L1BM4 



A1 



■ 

N 
O) 

I s " 

CM 

CC 
IL 



) Date 0ed6p6t; 16,06 99, 
) Pf tof u& '. 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 

© Demanded) : SOLUTIONS SAW* snonyme- FP. 




present fascicule 

(S3) references ft d'autres documents nattonaux 
apparentes ; 



FOWICZ MARCGL 



©Titulars): 



3) M andaialre(8): CABINET ORES. 



ACTION CICATRISANTE OU ANThCOMPLEMENTAIRE 

(2) alnsl qu'au mains un extent acceptable du point de 
> nharmaceutiQue, . nniml. 



anS-complementalre rechercliee. 



rence , 

qUe &C«prtsente dea ^ u P^S{hviBe&Wes, 
B^sentedesgroup^^ 

"""A et 9 representee dear* d"jjbsti^d|), ag* 
ma par rapport au j «n*m de '^^^^emam 
dans una unrt gU*caWw du d^trane, reap 
en otoupements MC, B et su, a arani * o v, w, * ■ » - 1 
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w ..o loofi \\ 293-297, par J. Lafont ef al dans Growth 

PtartMto b, prtfitroM , d^v. d. d««n. Prt«n, to la **** 

P *^ Seta „ mod. de rfelMon de 1. 

pharmeeudque — lWw denuto prfeen* »ne *t» « 
eicauta*iondei»miui»Biiie,»iliiq'>e. . ^. ~uu*r,™ 

Du ee mode de iWtadten, 1. derive de dexwne •* de prt«*nee 
.tart, d« le oompodlion ptaOMoeuddue, I ok dose umttta eOTpnee -.W 

cicatrisation muficulaire. fc 

Dana cc mode do realisation, le derive de doxtrane est de preferenc 
present, dans U composition pbarmaceutique, a one dose unitaire compnse entre 0,5 et 

50 ^ Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation. U 

composition pharrnaceutique se presente sous la forme d'un gel, d'une pornmade ou 

meme que cel.e du sang. La composition pharrnaceutique pent alors etre adm^e 

^""nt autre mode de reason avantageu* de la eomposition 
35 phaxmaceutique selon Invention, eette demilre presente une action sux la 
cicatrisation oculairc. 



IS 



20 
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Dans ce mode de cMnlion, le ddaav. de town. esl * ptttm* 

10 "* Selon une disposition mntt|e».e de e. anode de r&1i.«lon, U 

5 compel »— « P*""" — " &mK ^ W " y " " 
po^.o»^ ^ t ^ ^ objet _ 

ph.smseeu.iq.e i .aion m U cta«i.«to eutenee, ednp.de i am. .daniniaaaaon p« 

^ t* — * p. -^r^^^Si 

£ toon classique une compresse en colon ou en tissu, qui est imb.Dce oe ia corap« 

seionl'invention.Ua concentration indiquee ci-dessus. 

De preference, le derive de dextrane present dans la composition 
phaimaceutiqueselonrinventionesttelquesestnonnul. 
P Selon un mode de realisation avantageux, ladUe composttion 

pharmaceutique se prSsente sous la forme d'une pate, d'une pommade, d'un Uqu.de 
a^Td'un liquid' huileux, d'un gel aqueux. d'un gel huileux, d'un aerosol, d un 
Lisse, d'une microemulsion, d'une emulsion multiple, de liposome, ou de 



25 

nanoparticules 



On entend par «patc» une plte anhydre. par exemple a base de 
propylene glycol, de glycerol ou d'acide steariquc. Une pommade pcut etre obtenue en 
utiLnr du polyethylene glycol, de la vaseline ou encore de la parage liquid, 

Ladite composition phannaceutique poumut egalement, par 
exemple, se presenter sous la forme d'une poudre, e'est-a-dira d'un lyophilisat apte a 
etre rcmis sous la forme d'une solution au moment de son utilisation. 

La pr&ente invention a egalement pour objet une composite 
pharmaceutique 4 action anli.compl6menuirecomprenant: nvir|LSu 
35 (1) 8 u moins un derive de dextrane de fbrmulc g&ierale DMC,B,Su t , 

dans laquelle : 
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D reprfeente une chatne potysaccharidique, de preference constitute 

par des enchainements d'unites glucosidiques, 

MC repr&ente des groapes mSthylcarboxylates, 
B represente des gioupcs catboxymethylbenzylamidcs, 
Su repress des groapes sulfates (sulfation des fonctions 
hvdroxyles librcs portees pat les unite* glucosidiques), 

y Tb et c represented to degre de substitution (da), expnme par 

rapport au nomb* de Motions hydroxyles » ~ -« «^ 
dextrane, respectivement en groupments MC, B et Su ; a etant * a 0,3. fe etant * a 0,1 
et fi etant 6gal 1 0 ou compris, de fa?on large, entre 0,1 et 0,4, ....... 

lesquels produita patent une hcmogineite de la distribution des 
tallies de chalnes. illustree par un profil dilution de type gaussien symetn*:. ^en 
Lmatographie delusion sterique haute perfonnance, et une homoge^ * U 
o^ibutioTL groupements chimiques charge,. W P- - P«>nl dilution I un 

sculpicsymetriqueench^^ 

(2) ainsi qu'au moins un exciptent acceptable du point de vue 

pharmaceutic ^ ^ ^ ^ ^ ^ fc _ ^ ^ ^ 
entreS et30mg. ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

pharmacologique mais permettant la fabrication, la conservation ou 
1 la composition pharmaceutique. Tout excipient acceptable du p*t£~ 
pharmaceutique. choisi par exemple parmi les excipients couramm - 
galenique, pent etre utilise dans la composition pharmaceutic 4 acUon ant, 

2J complement, ^ pharmacC utique selon Invention comprend amai 

des deriv&de dextrane quisont^^ 

anterieur sous les denominations RGTA9 et U, et ce notamment en ce qu lis ne 
compiennent pas d'unWs sulfonates. PrtmnM ition 
0e facon particulierement avantageuse, la composiUon 

pharmaceutique selon 1'invention. qui comprend au moins un dcriv* 

que decrit ci-dessus, a la dose unitaire sus-mentionnee, permct d'obtenir une action 

anti-complementairc particulierement eflicace. 

De preference, to derivfi de dextrane est tcl que £ est non nul. 



IS 
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Selon un mode de realisation avantageux de la composition 
phaimaceutique selon 1 Won, cette demiere se presente sous la forme d'une 
solution isotonique. Elk est alors administre* par injection. 

La presente invention a, en outre, pour objet un pansemen , 
, Cflr acterise en ce qu'il est imbibe de la composition pharmaceutique a action sur la 

prtce demment. ^ ^ 

complementaire decrites ci-dessus, ks derives de dextranc presented une me> leu* 
complement* ^ composrt|0n8 

10 efficacite lorsque c est difBrent ce u, rorsque * ■ mMemM 
oLtaceutiqu* peuvent avantageusement etre utilisees en tan. que cosmic*. 
SZTL. le ~ des composition, a action cicatrisante, plutot qu'en « que 

medicaments. ^ ^ ^ ^ du cadr6 de prfsente inve „tion en ajoufcnt aux 
,S compositions phannaceutiques a action cicatrisante ou anti-complementaire decntes 
ST- - * necessaire, des additifs acceptable* du pom de vue 
pna^aceutique^^ 

des facteurs de penetration, des colorants, des edulcorants et des aromes, amsi que un 

ouplusieursautres precipes a^ 
20 Les compositions phannaceutiques a act.pn cicatnsante ou anti 

complementaire decrites ci-dessus peuvent etre utilise* aussi bien en sante humane 
qu'en sante animale (usage veterinaire). . .. 

En ce qui conceme les doses unitaires indiquees ci-dessus pour les 

compositions pharmaceutiques a activW cicatrisante ou ^^fT^^ 
rinvention, elles sont indiquees par rapport a un individu adulte d'envmn 70 kg .* 
J bien entendu toutcfois que 1'Homme de IV* adaptera ces doses en foncbon du 
poids, de Tage et de la pathologic ou des symptdmes de l'indivwlu. 

Outre ies dispositions qui precedent, Invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre qui se riftoj 
dos exemples de mise en oeuvre du precede objet de la presente ,nvent,on «nm qu aux 

dessins annexes, dans lesquels: 

- la figure 1 illustre schematiquement la structure d un dextrane 
substitue par les different* groupcments chimique* fixes sur les unites gl^sldiques ; 
L position du substituant sur les different* carbones des unites de base glucoses 
35 est prtscntde en 2, i titre cTexemple; 



25 



30 
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. la figure 2 illustre 1'tttivW anti-complementaire d'un derive de 

de*t*ne de formule generale DM CUM* I d- — **** * « <*>' 
comme indique dans I'cxempte 5. est reprfeente en fonction du temps freuroa). 

II doit etrc bien entendu, toutcfbis, que ces exemples sent donne. 

5 uniquement a litre d'illustrauon de 1'objet de Invention, dont il. ne consent en 
aucunemanifcreune limitation. .> . , > 

l^ffiMHJU : Absence de groupes donates dans les dllf rent. dM** 
SaTir formula genende DMC,B b Sa, utilises dans les composition, 
pharmaceutics selon la presenta invention. 

in a) Pjptocpl§ 

U protocole de desulfatation suivant, propre a d&ulfater divers 

p( oduita sans I liminer des groupes sulfonates eventuellement prison... a 

Le produit sous forme de sel de sodium (250 mg, 10 ml) est agite 
lentement a temperature ambiante avec 3 ml de resine fchangeuse de , 
u (Amberlito. -w -P- « «* = » ^ 

2h, la solution acide est fl* neutralise, avec de la pyridine (U2n£ W J- 
p H de 6-6,3 et evaporee a sec. Le sel de pyridinium obtcnu est repns 3 fo.s avec 10 ml 
dem6thanolanhydreetevaporS4sec. 

Le rfcidu est dispers* dans 25 ml d'un melange 90:9:1 en 
20 dimethylaulfoxyde PMSO), methanol et pyridine. La solution 

d'huile chauffc a 90«C pendant 72h. La reaction est anetee en ajoutant 20 rid- 
bidistillde froidc, puis le melange est neutralise avec une sohuion 
W. Le produit desulfate est purine par chromatographic d'excluaion stenque bttse 
pression sur une colenne Sephade*. 015 puis diafiltrc 
2S membrane de seuil dc coupure 1000 Da. Entxe 160 et 210 mg de produit dfculfate sont 

obtenus. - j ♦ 

Les produits soumis a ce protocole sont des derive, dc dextrane dont 

le. compositions sont les solvates, D. MC. B. Su et S representant respectivement tea 

unites glucosidiques de la chatne polysaccharide, lea groupe. methylcarboxylates, 

30 les groupes carboxymethylbenzylamides, les groupes sulfates et les groupes 

sulfonates : , . ... 

A : DMWi : S = 0,87, fe = 0,16, S - 0,5 et jj - 0,10, 
B : DMCASqA : ft = 0,87, b - 0,16, £ = 0,6 et & - 0,07, 
C : DMCASuA : a = 0,87, fe - 0.16, fi= i ,0 et d - 0.05, 
3S D : DMCWu, : a = 0,81, fa - 0,18 et fi - 0,40, 

E : DMCASu, : S = 0,81, h = 0,18 etfi = 0,30. 
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F-.DMC.Sv 3=0,95 etc = 0,48, 
GiDMCSva-O^Sets 8 ^ 

Us compos* A a C, F et G correspondent i des composes de 
reference, alors que les composes D et E correspondent a des derives de dextrane 
utilises dans les compositions pharmaceutiques selon Invention. 

b)SssUlMS 

U tableau I regroupe les teneurs en soufre, mesurees par analyse 
elements par rapport 4 lOOg du derive de dextrane, avant et apt* desulfatatton 
pour chacun des produits A a G decrits ci-dessus. 



10 



is 



20 



25 



Tableau I : teneurs en soufre. 



Derive de dextrane 



Avant desulfetation. 
Soufre (g/1 00 g) 



8 



1,91 



2,00 



3,00 



1.18 



0,96 



1.66 



2,80 



Aprfcs desulfatation. 
Soufre (g/lOOg) 



0,43 



0,25 



0,15 



Apres d&ulfatation, on constate l'absence totale de soufre dans les 
produits D a G, prepares a partir d'un complexe SO.-pyridine, alors que les products A 
1 C presented un taux en soufre nettement inferieur, mais non nul. II ressort done de 
ces rfrsultats que l'absence de soufre correspond a l'absence de groupes sulfonates 

Pour confirm* ce result*, un sel de sodium de l'acide sulfamhque 
(sel de sodium de l'acide para-aniline-sulfonique : H^CAWa) a M6 couple a un 
Lvc de dextrane de formule generalc DMC„ dans laqueUe a - 0,95 en survant le 
m ame proccde que celui preeminent decrit pour coupler la benzylamme s* un 
derive de dextrane portent des groupes carboxymethyles. Le dfinve obtenu ne content 
done, outre des groupes carboxymethyles, que des groupes sulfonates. Sa teneur en 
soufre est de U0g/100g. Apr* soumission de ce derive "I"*** 
dotation decrit ci-dessu, sa teneur en soufre eat de I* 
groupements sulfonates ne aont done globalement pas attemts par le precede de 
deauLation. L'absence de soufre dans les derives du dextrane traites par 
desulfatation signifie done bien une absence de groupes sulfonates. 
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II ressort ainsi de eet exemple que les derives de dextrane de fomiule 
generate DMC,B b Su 4 utilise, dans les compositions phannaceutiques selon la pifeente 
invention nepossedent pas degroupes sulfonates. ti 
E^MQ^l : Aetion d'un derive de dextrane de formule geiirale DMCASu. 
in viw sur la cicatrisation cutanfie. 

Us animaux utilises sont des lapins albinos de souche 
neo^aise, age, de 1 an et pesent de 3.5 a 4,0 Kg. On utilise deux * <« 
chacun tot constitue de 6 miles et de 6 femelles. Le prefer lo est ^te par un 
derive de dextrane de formule genemle DMC^ avec 0,80, fe- 0.20 et 
c-0.20, alors que le deuxieme lot sert de contrdle, les animaux ne rccevant qu une 

solution physiologique. 

Le protocole suivi est le suivant : 

. deux plaies cutanees dermo-epidemuques de 6 mm de diametre 
sont oratiau6esdc part etd'autrederaxe vertebral. 

sontprauqu ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

solution k 50 ug/ml, dans un tampon PBS. du derive de dextrane mention^ ci-desa* 
soit d'une solution physiologique. est appliquee deux fois par jour sur les pla.es 

CUtan6eS ' . ^ examens des plaies et de l'etat general des animaux sont 
rtalisfe quotidiennement, Involution de la cicatrisation etant effcctuee par des 
p^evecnents au niveau des plaies a J2, 14, J6, 18, 110, J1S et J30 (le processus 
cicatricial est consider* en jours a partir de la date 1 laquelle les plaies cutanea sont 

25 effeCtu6e8) ' . lea prelcvem ents sont prepares sous forme de coupes et sont 

analyses par des etudes histologiques. 

b)££siljats , 
Les differcnts phSnomfenes histologiques constates sont resumes 



IS 



20 



30 



35 



dans les tableaux II a IV ci-aprfcs. , 

Le tableau II resume l'etat de la matrice extracellular en fonction 
du nombre de jours de cicatrisation, selon les critercs suivants : presence de cellules 
inflammatoires et de fibroblastes (0: absence de ces cellules; +, + + et + + . 
presence de ces cellules, leur nombre etant d'autant plus important que le nombre de 
signes + est Sieve) et caracteristiques des vaisseaux sanguins (+: presence de 
vaisseaux ; 0 : absence de vaisseaux ; haut : vaisseaux Studies sur la partie supeneure 
de la coupe histologique ; bas ; vaisseaux etudiea sur la partie inferieure de la coupe 
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histologique, coirespondant a la parte la plus proche du derme). 
Tableau n : matrice extraceHulaire 




s II ressort du tableau H que la maturation de la matrice extraceilulaire 

est plus importante et plus precoce chez les animaux traites par le derive de dextrane 
par rapport au groupe de controle. En particulier, les cellules inflanunatoires sent 
moins nombreuses dans les plaies traitees par le derive de dextrane, par rapport aux 
plaies non traitees, qui revelent une persistence des phenomene inflammatoire Dans 

,0 les plaies trait*, par le derive de dextrane, on note egalement que les fibroblast*, 
outre leur apparition plus prfcoce, sont orient** et produisent une matnee 
extraceilulaire plus importante. ^ 

Le tableau m resume Petal de 1'ipiderme, dans les cas ou il est 
present, en fonction du nombre de jours de cicatrisation, le tcrme « migration* 

.5 indiquant une initiation de la reconstruction de l'epiderme par la migration des 
keratinocytes. 



20 
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jours de cicatrisation 


animaux trails 


contrite 


2 


absence ] 


absence 


4 


migration 


migration 


6 


reconstimfi et 


migration 




difference 




! 15 


mature 


reconstitu6 et en 




maturation 


30 


mature 


mature 



Dc 65011 clawique, la regeneration de 1'epiderme implique une 
m igration des cellules du denne, suivie d'une phase de reconstruction, au coure de 
laquelle les cellules proliftrent, puis d'une maturation de 1'epiderme regenere II 
ressort du tableau IH que I'epiderme so reconstruit nettement plus vUe chez les 
animaux traites parle derive dedextrane que chez les groupe de contrdle. 

Le tableau W cWessous resume la cindtique d'appanuon du facteur 
de croisaance TGFp (Transforming Growth Factor) au niveau des plaies en fonction 
du nombre de jours de cicatrisation (0 : absence de TGFP ; *, ♦ * et + + + : presence 
de TGFP, en quantite d'autant plus importante que le nombre de signes + est eleve). 



Tableau IV : cin&tique d'aonarition du facteur 


ie croissance TGFp. 


jours de cicatrisation 


animaux traitds 


contrdle 


2 


0 


0 


4 


+ + + 


+ 


6 


+ 


r + + 


15 


"~ 0 


0 


30 


*™~~ 0 


0 



IS 



11 ressoit du tableau IV que la cinetique d'apparition du facteur de 
croissance TGFP differe chez les animaux traites par un d*riv6 de dextrane par rapp°* 
aux animaux non traites : le TGFP apparalt en grande quantite des J4 chez les animaux 
traitda, alora qu'il n'apparatt subsUntiellement qu'a Jo chez les animaux non traites. et 
cc en quantity moindre. 
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EJSaHUJ ; Actioo d'un dirM de dextrane de formule g^rale DMC^S-, 
in vivo sur la cicatrisation gastrique. 

Protocols 

Les animaux utilises sont des rate males Sprague-Dawley, iges de 
5 12 semaines et pesant de 200 I 250 g. On utilise troia lots d'animaux, chacun font 

consume de 4 animaux: fnrrr ,^ 

- le premier lot est traite par un deriv6 de dextrane de formule 
generate DMC.B b Su, avec g = 0,75, ft = 0,25 et fi = 0,15, a raison de 50 ug/kg, 

- |e deuxitaie lot sert de controle, les animaux font twtes par un 
io dextrane natif T40 (Pharmacia Fine Chemical ; masse raolaire moyenne en poids M ; 

37500 g/mol ; MJK ■ W. * reprfsentant la masse moyenne en nombre), i raison de 

50 . k troisieme lot est traite par la prostaglandin E2 (Sigma j dose de 

lOug/kg), qui a un effet protected de la muqueuse gastrique contre les prodmts 
,s irritants induisant une reaction innammatoire locale. Ce lot correspond done a un 

terooin positif. . 

Le derive de dextrane, le dextrane natif et la prostaglandine E2 sont 

dissous dans du sfirum physiologique et administers aux animaux par voie orale. 

Les animaux sont sacrifies a difffonts stades de la cicatrisation, ft 
20 savoir a 12, J4, J7 et 114, le processus cicatricial font consider* en jours 4 partir dela 
date a laquelle Pimtation gastrique est induite. U muqueuse gastrique est rfcup6r*e 

en vue de deux etudes ; 

. la quantification de 1'atteinte de la muqueuse gastnque, 
- I'isolement des rfcepteurs de ftcteurs de croiasance (EGF : 
25 Epidermal Growth Factor ; PDGF: Platelet-Derived Growth Factor et TGF: 
Transforming Growth Factor). Ce* ftcteurs de enhance sont en effet connus pour 
, eur role important dans la cicatrisation gastrique: le TGF et I'EOF consent a 
proliferation cellulaire en se fixant sur leurs r&epteurs, alors que l'BGF favonse la 
restauration tissulaire et l'apparition de microvaisseaux. 
30 b) Resultata 

• Atteinte dela muqueuse gastrique. 

Le tableau V regroupe les r&ultats de 1'fode macroscopique de la 
rtaction inflammatoire au niveau dc la muqueuse gastrique. effectute selon le berime 
suivant : 

j 5 (0) Muqueuse normale. 

(+) Petites stries hfoorragiques superficielles. 
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(+ +) Stries hemorragiques superficielles, courtes et larges. 
(+ + +) Stries hemorragiques superfictelles, tongues et larges. 
(+ + + +) Perforations. 



10 



15 



20 



as 



TnM«» v - attaints de la muaueuse gastrique. 




jours 


d6riv£ de dextrane 


prostaglandins E2 


dextrane T40 


J2 




+ + 


+ + + 


J4 


+ 


+ 


+ + + 


J7 


+ 


+ 


+ + 


J14 


0 


0 


+ + 



30 



II ressort du tableau V que le derive de dextrane exerce des effets 
comparable* i ceux de la prostaglandine E2, mats bien mrilleuis que eeux du dextrane 

T4 °" Ces resultats traduisent le fait que le derive de dextrane est capable 

de proteger les facteurs de croissance endogenes responsables de l'acceleration de la 
cicatrisation de la muqueuse gastrique. 

• Recepteurs de facteurs de croissance. 

La cicatrisation gastrique se manifeste par l'augmentation des 
rfcepteurs de deux facteurs de croissance ; EOF et PDGF. Au jour J4, le groupe traite 
par le derive de dextrane prfcente 1,7 a 1,8 ibis plus de recepteurs a ces deux facteurs 
de croissance que le groupe traite par le dextrane T40. Au jour J7 la quantise 
recepteurs a ces deux facteurs de croissance est 3 fbis supirieure dans le groupe traite 
par le derive de dextrane, par rapport au groupe traite par le dextrane T40. 
w yirMPI.E 4 : Action d'un derive de dextrane de fortnule generate DMC,B h Sti t 
in vivo sur 1a cicatrisation musculaire. 

a> Protocols 

Lea aniraaux utilises sont des rats males Wistar, ages de 12 semames 
et pesant de 200 a 300 g. On utilise deux lots d'animaux, chacun etant constin.6 de 6 

Le protocole suivi est le suivant : apris anesth&ie par de lather, les 
muscles des pattes posterieures sont degages de la toge anterieure de la jambe et Uses 
mecaniquement par application, pendant 10 secondes, d'une pression constante sur 
toute la longueur du muscle k l'aide d'une pince de pean maintenue au deux.eme cran. 

Le muscle est ensuite replace dans sa loge apris avoir recu une 
injection de 200 |d soil d'une solution de 20 ug/ml de derive de dextrane de formule 
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*** DM W avec 0,75, h - 0,25 et £ = 0.15 (pat, 

solution physiologique (pat* gauche). U muscle est laisse en place pendant 3 mmutes 

afindelaisserleproduitdifiuser.puislapeauestsuturee. 

Les muscles traites (pattes posterieures droites et gaucnes) sont 
preleves apres 7 jours et coogele-s a -ISO'C Des coupe, tnmsversales de 10 um sont 
alors effectuees dans la region mcdiane du muscle. Les coupes secbees sont colons 

par le trichrome de Gomori. 

M R&ultats, 

Le tableau VI regroupe Tanalyse morpbometrique du nombre de 
fibres et de teur diametre, effectuee sur des montages micrographiques cotrespondant 
4 une hemi-coupe transversale du muscle. 



Tableau vi 


; Analyse moipuwitiwa^y ; 
Muscle traits par le <terivd de 
dextrane 


Muscle nit* par te sirom 
phvsioloKtyue _ 


Diametre des mflgctes (mm) 


6.5 ± 0,3 


O±0.2 


Nombre tefatesaux 
musculaires par coupe 


21 ±2 


11*3 


Nombre de fibres paf faisceau _ 


78 ±10 


' 65 ±5 


Density des fibres (pombre/mm J ) 


722 ±52 


83 ±12 



IS 



20 



25 



II ressort du tableau VI que.Ies muscles traites par te derive de 
dextrane se regenerent plus rapidement que les muscles non traites •. la densite de 
fibres est nettement plus eleve* que ceUe des muscles n'ayant recu qu'une solution de 
serum physiologique. Le nombre de faisceaux musculatres et le diametre des muscle 
traduisent respectivement una reorganisation musculaire accelerco et un degre de 
nxaturation des muscles ameliore dans le cas d'un traitement par le derive de dexttane. 
EXEMPLE-5 : Action d'un derive de dextrane de formule gtnfirale DMC.B^o, 
in vivo sur la cicatrisation oeulaire. 

a) Protocols 

On utilise 20 lapins albinos de souche neo-z«andaise (10 males et 
, 0 femelles), ages de 1 an et pesant de 2,5 a 3 kg, auxquels un nitre de S.5 mm imbiW 
d'une solution de sonde IN a etc place pendant 60 secondes dans I «il droit, et qui 
sont repartis en 4 groupes de 5 animaux : 

. la premier groupe est traite, trois fois par jour, par 100 nl d una 
solution contenant 0,1 ng de FGF-2 {Fibroblast Growth Factor-!) ; 
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. le second groupe est traite, ttois fois par jour, par 100 ul d'une 
solution isotonique contenant SOug/ml de derive de dextrane de formule generate 

DMCBJSu, avec a - 0,75, b = 0,3 1 et fi = 0,34 ; 

- Je troisieme groupe est traite, trois fois par jour, par 100 jil d une 

s solution contenant 0,1 ng de FGF-2 et 50 ug/mt du derive de dextrane sus-mentionne ; 

- le quatrieme groupe (contrite) est traite, wis fois par jour, par 

100 ul d'unc solution de tampon PBS. 

La vitesse de cicatrisation oculaire des quatre groupes d ammaux est 
compare par des etudes histologiques realises aux jours Jl . J2. J4, 16 et J8. 

, 0 b)g&a!iai5 

11 ressort des etudes histologiques rialisees que la durte de 
cicatrisation oculaire, exprimec selon une moyenne pour cheque groupe d'animaux, 
est de 4 jours pour le troisteme groupe, 5 jours pour le premier groupe, 6 jours pour le 
second groupe et 8 jours pour le groupe de contrite. La cicatrisation oculaire est done 

,5 plus rapide chez lea animaux traites par le derive de dextrane, par rapport au ^groupe de 
contrite. On temarque egalemcnt que la cicatrisation est plus prfcoce quand le denve 
de dextrane est combine a un factcur de croissance, et ce en comparaison au denvd de 
dextrane et au facteur de cioissance seul. ce qui montre I'efiet protecteur et 
potentialisateur do derivd de dextrane utilis6 dans lea compositions selon la presente 

20 invention vis-a-vis des fccteursde croissance, 

r v^fPT F 6 : Action anti-complenientaire in vivo d'un derive de dextrane de 
formate generate DMCASu, 
a.) Protocols 

Les animaux utilises sont des rats miles Sprague-Dawley, ages de 
25 12 semaines et pesant de 200 a 300 g. On utilise trois lots.d'animaux, chacun etant 

constitue de 5 rats : 

. le premier lot recoil une injection de 500 ul d'une solution 

contenant du Sephadex, G25 a raison de 20 ug (le Sephadex. est un activateur de la 
vole alteme du systeme du complement chez t'homme), 
J0 . le second lot recoit une injection de 500 ul d'une solution 

contenant du Sephadex. G25 i raison de 20 ug ainsi que SOug de dextrane natif 

(40 000 g/mol), ^ , , 4 . 

- le troisieme gtoupe recoit une injection de 500 ul d'une solution 

contenant du Sfiphadex G25 a raison de 20 ug ainsi que 50 ug de derivd de dextrane 
35 de formule generate DMC^Su, avec g = 0.60, fc - 0,35 et £ = 0,25. 

Le ctivage de la proline C3 est determinfe par 
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immunoelectrophorese avec un anticorps anti-C3. 

L'action anticomplementaire est etudiee selon un dosage 
hemolytique ou CH50, selon on protocole dans lequel le s6rum des rats, preleve a 
differents intervalles de temps, est active par des erythrocytes &* *outon sensibilises 
5 par des anticorps de lapin antiglobules rouges de mouton (EA). Par definition, une 
unite CH50 correspond a !a concentration de prolines du complement (contcuue dans 
un millilitre de serum) capable d'induire I'hemolyse de SO % de 2 x 10 EA active* 
dans un milieu reactionnel ou sont maintcnus constants le volume, la temperature et le 
temps de reaction. Le nombre de sites hemolytiques par cellule est calcde. 
(0 h) R&ultats 

Une immunoelectrophorese avec un anticorps anti-C3 faite sur le 
serum des rats ayant recu le derive de dcxtrane (troisieme lot d'animaux) ne montre 
pas de cUvage de la proteine C3, contrairement aux serums des rats ayant recu le 
dextrane natif et/ou le Sephadex (premier et second lots d'animaux). 
• ,j Le dextrane natif n'a aucun effet sur l'inhibitton de l'activation du 

complement. 

Lc derive de dextrane utilise dans la composition pharmaceubque 
selon Invention induit une action inhibitriee du complement trte rapide. comme le 
montre la figure 2, qui represent* le CH50 (%) en fonction du temps (heures). Cette se 
20 poursuit 4 heures apres l'injection. Le CH50 revient i son niveau initial 20 heures 

apres Projection. , 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se Umite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes lea 
25 variantes qui peuvent venir a Pesprit du technicien en la matiere, sans s'ecaitcr du 
cadre, ni de la port6e, de la presente invention. 
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^F,vir.i^nirATIONS 



1°) Composition phannaceutique a action cicatrisante comprenant : 
(1) au moins un derive de dextrane de formule generate DMC^^u,, 



dans laquelle : 



D reprtsente une chalne polysaccharidique, de preference constituee 
par des enchainements d'unites glucosidiques, 

MC reprtsente des groupes mithylcarboxylates, 
B reprtsente des groupes carboxymithylbenzylainides, 
Su reprtsente des groupes sulfates (sulfatation des fonctions 
hydioxyles libres porrtes par les unites glucosidiques), 

& b, et c represented le degrt de substitution (ds), exprime par 
rapport au nombre de fonctions hydioxyles libres dans une unite glucosidique du 
dextrane, rcspectivement en groupements MC, B et Su ; a etant a a 0,6, b fcant 5 a 0,1 
is et£6tant«galaOoucompris,defa9onlarge,entreO,letO,5, 

lesquels produits presented une homogfineite de la distribution des 
tallies de chaines, illustrte par tin profil dilution de type gaussien symteique en 
chrotnatographie d'exclusion sterique haute perfonnance, et une homogtatfte de la 
distribution des groupements chimiques charges, illustrte par un profil dilution a un 
20 seul pic symetrique en chromatographie d'echange d'ions basse presston, 

(2) ainsi qu'au moins un excipient acceptable du point de vue 

phannaceutique, . 

ledit derive de dextrane etant present a une dose umtaire comprise 

entreO.l etSOmg. 

25 2") Composition phannaceutique selon la revendication 1, 

caracrtrisfe en ce que le derive de dextrane est tel que g est non nul. 

3°) Composition phannaceutique selon la revendication 1 ou la 
revendication 2 4 action sur la cicatrisation de la muqueuse gastrique. 

4°) Composition phannaceutique selon la revendication 3, 
30 caracrtris^e en ce que la dose unitaire dudit derive de dextrane est comprise entre 1,5 
et 10 mg. 

5°) Composition phannaceutique selon la revendication 3 ou la 
revendication 4, caract6ris6e en ce qu'elle se prtsente sous la forme d'un gel, d'un 
pansement gastrique, d'un sirop ou d'une solution buvable. 
35 ' 6°) Composition phannaceutique selon la revendication 1 ou la 

revendication 2 i action sur la cicatrisation musculaire. 
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7<>) Composition pharmaccutique selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que la dose unitaiie dudit derive de dextrane est comprise entre 0,5 

etSOmg. . 

8") Composition pharmaceutique selon la revendication 6 ou la 

5 revendication 7, caracterisde en ce qu'elle se pr&ente sous la forme d'un gel, d'une 
pommade ou d'une solution isotonique. 

9«) Composition pharmaceutique selon la revendication I ou la 

revendication 2 a action sur la cicatrisation oculaire. 

10°) Composition pharmaceutique selon la revendication 9, 
10 caractfaisee en ce que la dose unitaire dudit derive de dextrane est comprise entre 0,1 

et 10 mg. . o 1 

11°) Composition pharmaceutique selon la revendication 9 ou la 

revendication 10, earacterisee en ce qu'elle se presente sous la forme d'un collyre ou 

d'une pommade ophtalmique. m 
• , 5 i 2 ») Composition pharmaceutique a action sur la cicatrisation 

cutanee, adaptee a une administration par la voie topique, comprenant : 

(1) an moins un d&iv4 de dextrane de formule generate DMC^ h Su t , 

dans laquelle ; , 

D reprfcente une chalne polysaccharidique, de preference constituee 

20 pardcsenchalneraenisd'unWsglucosidiques, 

MC represente des groupes methylcaiboxylates, 
B reprfaente des groupes carboxymithylbcnzylamides, 
Su repr&ente des groupes sulfates (sulfatation des fonctions 
hydroxyles libres port&es par les unites glucosidiques), 
25 ' a, et £ representent le degrfi de substitution (ds), exprime par 

rapport au nombre de fonctions hydroxyles libres dans une unite glucosidique du 
dextrane, respectivement en groupements MC, B et Su ; g 6tant £ a 0,6, fe 6tant S i 0,1 
et £ 6tant dgal a 0 ou compris, de facon large, entre 0,1 et 0,5, 

lesquels produits prdsentent une homogSneite de la distribution des 
30 tailles de chaines, illustree par un profil dilution de type gaussien symetrique en 
chromatographie d'exclusion stfcique haute performance, et une homogeneity de la 
distribution des groupements chimiques charges, illustree par un profil d'elution a un- 
seul pic symetrique en chromatographie d'&hange d'ions basse pression, 

(2) ainsi qu'au moins un excipient acceptable du point de vue 

35 pharmaceutique, 
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ledit derive de dextone etant present a une concentration inferieure h 

1 % (en poids/volume). 

13°) Composition pharmaceutique selon la revendication 12, 

caracterisee cn ce que le derive de dextrane est tel que c est non nul. 
5 14°) Composition pharmaceutique selon la revendication 14, 

caracterisfie en ce qu'elle se presente sous la forme d'une p4te, d'une pommade, d'un 
liquide aqueux, d'un liquide huileux, d'un gel aqueux, d'un gel huileux. d'un aerosol, 
d'une mousse, d'une microemulsion, d'une emulsion multiple, de liposomes ou de 
nanoparticulcs. 

, 0 is 0 ) Composition pharmaceutique a action anti-complementaire 

comprenant : 

(1) au moins un derive de dextrane de formule generate DMQBbSu,, 

dans laquclle : 

D repr&ente une chaine polysaccharidique, de preference constituee 
is par des enchataements d'unitls glucosidiques, 

MC reprisente des groupes raethylcarooxylates, 
B represente des groupes carboxymethylbenzylamides, 
Su represente des groupes sulfates (sulfatation des fonctions 
hydroxyles libres pontes par les unites glucosidiques), 
20 & et £ represented le degre de substitution (ds), exprime par 

rapport au nombre dc fonctions hydroxyles libres dans une unite glucosidique du 
dextrane, respectivement en groupements MC,B et Su ; § font a a 0,3, b etant i 4 0,1 
et c itant egal 4 0 ou compris, de facon large, entre 0,1 et 0,4, 

lesquels produits presentem une homog6n&t< de la distribution des 
25 tailles de chatnes, illustree par un profil dilution de type gaussien symetrique en 
chromatographic d'exclusion sterique haute perfbimance, et unc homogeneite de la 
distribution des groupements chimiqnes charges, illustree par un profil dilution 4 un 
seui pic symetrique en chromatographic d'echange d'ions basse pression, 

(2) ainsi qu'au moins un exdpicnt acceptable du point de vue 

30 pharmaceutique, 

ledit derive de dextrane etant present 4 une dose unitaire comprise 

entre S et 30 mg. 

16°) Composition pharmaceutique selon la revendication IS, 
caracterisee ne ce que le deriv* de dextrane est tel que g est non nul. 
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17°) Composition phannaceutique selon la revendication 15 ou la j 
revendication 16, earache en cc qu'ellc se prtsente sous la fome d'une solution 

isotonique. J 
1 8°) Pansement, caract6ris6 en ce qu f il est imbite de la composition j 

5 pharmaceutique selon Tune quelconque dcs revendieations 12 k 14. 
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